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Anoxybacillusآمیلاز باکتري شیمیایی آلفاتعیین خصوصیات بیو sp. به
از چشمه آب گرم قینرجه، مشکین شهردست آمده

4، عبدالعلی وارسته3، سید محسن اصغري*2، محمودرضا آقامعالی1مرجان کاظمی

شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلانشناسی ارشد بیوشیمی، گروه زیستدانشجو کار-1
شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه گیلاناستادیار گروه زیست-2
، دانشگاه گیلانشناسی، دانشکده علوم پایهاستادیار گروه زیست-3

گیلانشناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه دانشجوي دکتري، گروه زیست-4

چکیده
شمار تکنولوژي بهها و بیوها در صنایع غذایی، دارویی، شویندهترین آنزیمهاي آمیلولیتیک از مهمآنزیم

. مورد توجه قرار گرفته استهاي ترموفیل بسیارارگانیسمها از میکروسازي این آنزیمامروزه جدا. آیندمی
ي آمیلوز خطی را اآمیلاز بین دو واحد گلوکز مجاور در زنجیرهها اتصال بین پیوند گلیکوزیدي آلفآمیلازآلفا
اگرچه بسیاري از . دنکنهاي گلوکز، مالتوز و مالتوتریوز ایجاد میشکنند و در نهایت واحدمی

Bacillusتر از هاي صنعتی بیشبراي کاربرداما معمولاکنند، ها این آنزیم را تولید میمیکروارگانیسم

licheniformis،Bacillus amyloliquifaciens وAspergillus nigerپژوهشدر این . شوداستفاده می
Anoxybacillusگونهیک  sp.16ابتدا آنالیز . شدلیتیک شناسایی هاي آمیلوتولید کننده آنزیمSrDNA

به صورت آمیلازآنزیم آلفادر مرحله بعد، . سپس شرایط رشد باکتري مورد ارزیابی قرار گرفت،انجام شد
و پایداري آنزیم در برابر عوامل دناتوره pHجزئی تخلیص شد و خصوصیات بیوشیمیایی آن مانند اثر دما، 

20هینه براي رشد باکتري بعد از بنتایج نشان داد شرایط . مورد بررسی قرار گرفتSDSکننده مانند 
ساعت 72الیت آنزیم، بعد از ترین فعچنین بیشمبود و هpH7گراد ودرجه سانتی60ساعت، دماي 

طور کلی، این آنزیم در مقایسه با به. دست آمدبهpH6وگراددرجه سانتی75انکوباسیون، در دماي 
.بودمشابه SDSبهینه بالاتري بود و پایداري آن در برابر دمايهاي مشابه دیگر دارايگونه

noxybacillusAآلفاآمیلاز ، دناتورانت، ترموفیل، :کلیديواژگان
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مقدمه
تجزیه . هستندهاي مهم در طبیعت ها از واکنشسنتز، تجزیه، تغییر و تبدیل کربوهیدرات

ها ، تغییر و تبدیل آن2هالیازساکاریدو پلی1هاهیدرولازها توسط گروه آنزیمی گلیکوزیدکربوهیدرات
شودانجام می4هاتوسط گروه آنزیمی ترانسفرازهاآنو سنتز3هااسترازتوسط کربوهیدرات

)Pandey et al., 2000(.
ها هاي گلیکوزیدي را در کربوهیدراتندها هستند که پیوها گروهی از آنزیمهیدرولازگلیکوزید
Carbohydrate-Active enZymes (CAZy)بندي پایگاه داده طبق تقسیم. کنندهیدرولیز می

Database،خانواده ،تا به امروزGH شوندگروه تقسیم می132ها به)Kahar et al., 2013(.
آمیلاز، - β(6هاآمیلازو اگزو) میلازآ-α(5هاآمیلازها به طور کلی به دو گروه، اندوآمیلاز
هاي گلیکوزیدي درونی زنجیره گلوکزي گروه اول پیوند. شوندتقسیم می) آمیلاز و گلوکوزیدازگلوکو

از طرف دیگر، . کندمختلف ایجاد میهايهایی با طولساکاریدالیگو،در نشاسته را شکسته
محصولاتی با وزن مولکولی پایین ،ها فعالیت کردهاکاریدسکننده پلیاحیاها از انتهاي غیرآمیلازاگزو

استآنزیم خارج سلولی ، آمیلازآلفااندو .)Chai et al., 2012(کنندمانند گلوکز و مالتوز تولید می
شکند بین دو واحد گلوکز مجاور در زنجیره آمیلوز خطی را می4- 1که به طور تصادفی اتصال آلفا 

ترین ها یکی از مهمآمیلاز. آوردوجود میه گلوکز، مالتوز و مالتوتریوز را بهاي نهایت واحدو در
، منسوجات، غذاییصنایعاز قبیلتوانند در برخی صنایع هاي صنعتی هستند که میآنزیم

;Akcan et al., 2012(ها مورد استفاده قرار گیرنداتانولها و تولید بیوشوینده Fincan et al.,

2014(.
گلیکوزیدي را - αپیوندهاي : هستندخانواده داراي خصوصیات مشترکی هاي این آنزیم
و محصولات آنومري آلفا، به شکل منومر یا اولیگوساکارید پیوندهاي گلیکوزیدي کنند میهیدرولیز 

α -1،4 یاα-1،64داراي هاآنعلاوه توالی آمینواسیديبه.کنندو یا ترکیبی از هر دو را ایجاد می

1- Glycoside hydrolases (GHs)
2- Polysacharidases (PLs)
3- Carbohydrate esterases (CEs)
4- Glycosyltransferases (GTs)
5- Endoamylases
6- Exoamylases
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هاي کاتالیتیکی این ماندههمچنین باقی. دارد81(β/α)و یک ساختار استشده حفاظتحیهنا
هاي تجزیه کننده اغلب آنزیم. هستند297و آسپارتات230گلوتامات، 206ها، آسپارتاتآنزیم

;Kahar et al., 2013(هستند2داراي جایگاه اتصال کربوهیدرات،نشاسته Janecek, 2002(.
این . اند، گیاهی و میکروبی توزیع شدهجانوريهاي ها به طور عمومی در میان شاخهاآمیلازآلف

آیند و منابع قارچی و به دست میActinomycetesها از منابع قارچ، مخمر، باکتري و آنزیم
.)Gupta et al., 2003(باکتریایی براي کاربرد در صنعت غالب هستند

بع خوب باکتریایی براي تولیدات زیستی و تبدیلات زیستی سلول یک منBacillaceaeخانواده 
که استیک جنس جدید Geobacillus ،Anoxybacillusو Bacillusدر مقابل . و آنزیم هستند

هوازي بودنخصوصیت بیبه دلیلهاAnoxybacillusگذاري نام.پیشنهاد شد2000در سال 
. اندنیز شناسایی شدهAnoxybacillusهاي هوازي گونههاي اخیر که در سالچند، هربودهاآن

,.Goh et al(باشند5یا هوازي اختیاري4هوازي اختیاري، بی3هوازيتوانند ها میآنبنابراین،

2013(.
5- 25(6هاسایکروفیل: شوندبندي میگروه طبقه4اساس دماي رشد بهینه به ها برباکتري

) گراددرجه سانتی45- 80(8ها، ترموفیل)گراددرجه سانتی15-45(7اه، مزوفیل)گراددرجه سانتی
ترموفیل و هاي باکتريهایی که به وسیله آنزیم). گراددرجه سانتی≤80(9هاترموفیلو هایپر) گراد

یا (10هاعنوان ترموزیمبههستند وطور معمول پایدار حرارتی شوند بههایپرترموفیل تولید می
نامیده ها مزوزایمشده به وسیله مزوفیلهاي تولیدعلاوه آنزیمبه. شونداخته میشن) هاترموآنزیم

هاي بین مولکولی از قبیل پیوند کنشثر در پایداري شامل افزایش میانوهاي مفاکتور. شوندمی
وسولفیديهاي ديهاي هیدروفوبیک، پیوندکنشستاتیکی، میاناهاي الکتروکنشهیدروژنی، میان

1- TIM Barrel
2- Carbohydrate Binding Module (CBM)
3- Aerobe
4- Facultative Anaerobe
5- Facultative Aerobe
6- Psychrophiles
7- Mesophile
8- Thermophile
9- Hyperthermophile
10- Thermozymes
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تر، پایداري بیش2تر، فشردگیبیش1سفتیمانندالات فلزي و ساختار کانفورماسیون مناسباتص
.)Kikani et al., 2010(است هلیکس و کاهش انرژي آنفولدینگ -آلفا

پایداري درهاي هومولوگ ترموفیل و مزوفیل، با وجود تفاوت بسیار زیادجایی که آنزیماز آن
م کاتالیتیکی یکسان، هومولوژي توالی بالا و ساختار سه بعدي مشابه حرارتی، اغلب داراي مکانیس

هاي هومولوگ یک فرصت منحصر به فرد براي روشن شدن این مقایسه این آنزیمهستند، بنابر
.)Fitter et al., 2001(است استراتژي سازگاري حرارتی 

هامواد و روش
Master Mix مورد استفاده برايPCR از شرکتAmplicon و سایر مواد مورد استفاده مانند

DNS ،SDSکلرید کلسیم، آمونیوم سولفات از شرکت مرك خریداري شد ،.

شناسایی گونه باکتري
گرم قینرجه واقع در شهرستان هاي آبشده از چشمهگرفتهAnoxybacillusباکتري 

5/0سوي پپتون،درصد2درصد، آگار3/0شهر در محیط کشت جامد حاوي عصاره مخمرمشکین
منظور سپس به. شدکشت دادهدرصد2/0درصد و عصاره مخمر5/0درصد، سدیم کلرید

PCRبا روش کلونیPCR BioRadتوسط دستگاه 16SrDNAتکثیر ژن شناسایی گونه باکتري،

آمده توسط دستگاه الکتروفورزدستمحصول به.شدهاي عمومی انجامو با استفاده از پرایمر
BioRad نتیجه تعیین توالی در . مشاهده و سپس تعیین توالی شددرصد1بر روي ژل آگارز

. سپس درخت فیلوژنی آن رسم شد،شدهwww.ncbi.com،blastسایت 

تولید آنزیم آلفاآمیلاز
عصاره مخمرترکیباتحاويکشتمحیطاز کشت جامد، باکتري درساعت24گذشتازس پ

درصد کشت شد 2/0عصاره مخمرودرصد5/0سدیم کلریددرصد،5/0سوي پپتوندرصد،3/0

1- Rigidity
2- Packing
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تلقیح .شددادهقرارگراددرجه سانتی60دمايبادارشیکرانکوباتوردرساعت20مدتو به
کلرید رصد،د1نشاسته محلولترکیباتحاويتولیدکشتدرصد به محیط1صورت باکتري به

1/0فسفات هیدروژن دي پتاسیمدرصد،03/0سولفات منیزیم هفت آبهدرصد،01/0کلسیم
دار صورت درجه و در انکوباتور شیکر60در دماي pH5/7بادرصد3/0و عصاره مخمردرصد
. گرفت

دقیقه20مدت دور بر دقیقه به9000با سرعتساعت، محیط کشت تولید 24بعد از گذشت 
هاي پروتئین. ، سانتریفیوژ شدHettichدار گراد توسط سانتریفیوژ یخچالدرجه سانتی4در دماي 
.ندشدگراد رسوب دادهدرصد در دماي چهار درجه سانتی85آمونیوم سولفات وسیلهمحلول به

.حل و دیالیز شدpH7مولار بامیلی20دست آمده در بافر تریس سپس رسوب به

لیت آلفاآمیلاز سنجش فعا
10مولار، کلرید کلسیم میلی20درصد حاوي تریس 1لیتر از محلول نشاسته میکرو50

ماري گراد در بندرجه سانتی60دقیقه در دماي 5مدت درصد، به1مولار و نشاسته میلی
Memmert10ت مدو بهشدشده به آن اضافه لیتر از محصول دیالیزمیکرو50سپس .شدانکوبه

لیتر از معرف میکرو100دقیقه، 10پس از گذشت . گراد انکوبه شددرجه سانتی60دقیقه در دماي 
DNS)1درصدDNS ،30 ،لیتر میلی20درصد سدیم پتاسیم تارتاراتNaOH2به آن ) نرمال
در . شدگراد جوشاندهدرجه سانتی100ماري با دماي دقیقه در بن10مدت شد و سپس به اضافه

متر فتونانومتر توسط اسپکترو540لیتر آب مقطر به آن اضافه شد و جذب آن در میلی1نهایت 
BiowaveII-WPAونشاستهدرصد1محلول ازاستفادهباآمیلولیتیکیفعالیتمیزان. شدقرائت

لمللیابینواحدحسببر) DNS(اسید نیتروسالیسیلیکديروشبهگلوکزقنداستانداردمنحنی
قندمیکرومولاست که یکآنزیمیفعالیتمقدار) U(آمیلازي فعالیتواحدهر. شدگیرياندازه

.کندمیآزاددقیقهیکدررااحیاءکننده
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SDS1و pHبررسی اثر دما، 

گیري و نمودار گراد اندازهدرجه سانتی25-90هاي دست آمده در دمافعالیت محلول آنزیمی به
علاوه، به. تعیین شد11تا 3هاي مختلف بین pHچنین فعالیت آنزیمی در مه. دشآن رسم 

در دماي دقیقه30درصد، به مدت SDS ،1-0هاي مختلف دناتورانت پایداري آنزیم در برابر درصد
.رسم شدSDSهاي مختلف حسب درصداتاق مورد بررسی قرار گرفت و نمودار فعالیت بر

و بحثنتایج
گونه باکتريشناسایی

درصد در 1ابتدا روي ژل آگارز ،PCRبه منظور شناسایی گونه مورد نظر، محصول کلونی 
توالی . تر تعیین توالی شدبررسی کاملبرايو ) 1شکل (جفت باز مشاهده 1500محدوده باند 

با توجه به نتایج حاصل از درخت ).2شکل (شد درخت فیلوژنتیکی آن رسم شد وblastمذکور
Anoxybacillus، گونه مذکور نزدیک به باکتري 16SrDNAفیلوژنی توالی  sp. A371است.

روي ژل آگارز16SrDNAمشاهده ژن : 1شکل 

1- Sodium dodecyl sulfate
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16SrDNAدرخت فیلوژنتیکی بر اساس ژن : 2شکل

نشان داده شده 4و 3هاي هاي مختلف در شکلpHها و نمودار درصد فعالیت آنزیم در دما
.است

اثر دما روي فعالیت آنزیم:3شکل 
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روي فعالیت آنزیمpHاثر:4شکل 
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گراد درجه سانتی75نشان داد که دماي بهینه فعالیت این آنزیم 3از شکل نتایج به دست آمده
noxybacillusAآمیلاز گرفته شده ازدر مطالعات پیشین دماي بهینه فعالیت آلفا. است

flavithermus sp. nov. وAnoxybacillus sp. IB-A ،70آمیلاز دو آلفاگراد ودرجه سانتی
Anoxybacillusکلون شده از دو گونه sp.60آمیلاز جدا و همچنین در آلفاگراددرجه سانتی

,.Ozdemir et al(گراد به دست آمددرجه سانتیAnoxybacillus flavithermus55از شده

2011; Chai et al., 2012; Hauli et al., 2013; Fincan et al., 2014.(

Mihman
Line
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به pH6ترین فعالیت آنزیم درشود که بیشمشاهده می4شکل علاوه، با توجه به نتایجبه
Anoxybacillusکلون شده از دو گونه هايآمیلازي آلفابهینه فعالیت براpH.دست آمد sp. ،

Anoxybacillus flavithermusنمونه جدا شده از  sp. nov.هايآمیلاز، آلفاAnoxybacillus

flavithermus وAnoxybacillus sp. IB-Aبه دست آمد9و 7، 6، 8به ترتیب.)Ozdemir

et al., 2011; Chai et al., 2012; Hauli et al., 2013; Fincan et al., 2014.(pH بهینه
تواند اسیدي، خنثی و میAnoxybacillusجنس هاي مختلفدر گونهآمیلاز موجودبراي آلفا

;Liu et al., 2008(هاي پایین ناپایدار هستند،pHها در آمیلازتر آلفابیش. قلیایی باشد

Sivaramakrishnan et al., 2006 (ترمال و اسیدي تا هاي صنعتی هایپرآمیلازکه، آلفایحالدر
مناسب هاي ویژگیهایی با آمیلازاین آلفابنابر. )Goyal et al., 2005(هستند) pH5/6-6(خنثی 

هاي هاي اسیدي، براي کاربردpHفعالیت و پایداري بهینه درهاي بالاتر واز قبیل فعالیت در دما
درجه 75با توجه به اینکه دماي بهینه این آنزیم ). Bai et al., 2012(هستندصنعتی مناسب 

براي استفاده در صنعت رسد آنزیم مذکور ، به نظر میاست6بهینه فعالیت آن pHگراد وسانتی
.مناسب باشد

در مطالعات . تفنیز مورد بررسی قرار گرSDSعلاوه، پایداري آنزیم در برابر دناتورانت به
تقریبا SDSدرصد 1در غلظت .Anoxybacillus spآمیلاز کلون شده از دو گونه گذشته، دو آلفا
دست آمده از باکتريآمیلاز بههمچنین آلفا. ماندها باقیدرصد از فعالیت آن3-14مهار شد و تنها 

Anoxybacillus flavithermus درصد 5/0در غلظتSDS ،76 درصد از فعالیت خود را حفظ
Anoxybacillusآمیلاز گرفته شده از باکتري اآلف.کندمی sp. IB-A نیز در برابرSDS بسیار

;Chai etal., 2012; Fincan et al., 2014(شود درصد می39/110پایدار بود و فعالیت آن 

Ozdemir et al.,2011; Hauli et al.,2013(. در این مطالعه نتایج حاصل از دناتورانتSDS

درصد، 1ماند و در غلظت ، نیمی از فعالیت آنزیم باقیSDSدرصد 5/0لظت نشان داد که در غ
طور کلی، با توجه به نتایج ذکر شده به نظر به).5شکل (درصد از فعالیت آن حفظ شد 19تقریبا 

تر در این مطالعات بیش. استهاي مشابه خود داراي عملکرد بهتري رسد آنزیم مورد نظر از گونهمی
.رسدشیمیایی این آنزیم ضروري به نظر میدست آوردن خصوصیات کامل بیومنظور بهزمینه به
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تشکر و قدردانی
هاي مالی و فراهم نمودن دلیل حمایتنویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه گیلان به

ین امکانات آزمایشگاهی و از جناب آقاي مهندس رسا براي تهیه نمونه باکتري استفاده شده در ا
.دارندمراتب تشکر و قدردانی خود را اعلام میپژوهش
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Abstract
Amylolytic enzymes are among the most important enzymes in food,

pharmaceuticals, detergent industries and biotechnology. Alpha amylases cleave
the linkage between adjacent glucose units in the linear amylose chain and
ultimately generate glucose, maltose and maltotriose units. Although many
microorganisms such as Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquifaciens
produce this enzyme, Aspergillus niger as most popular one is used in industrial
applications. In the present study, a strain of amylolitic Anoxybacillus sp. was
identified. 16SrDNA analysis was carried out and bacterial optimal growth and
production was investigated. Moreover, enzyme was partially purified and
biochemical properties such as temperature, optimum pH and the effect of
denaturants like SDS on the stability of enzyme were evaluated. On the other
hand, encoded gene of enzyme was amplified and sequenced. Results indicated
that after 20 hours, the optimal conditions for bacterial growth were at 60ºC and
pH of 7. Also, maximum enzyme activity was obtained at 75ºC at pH 6 after 72
h of incubation. Enzyme showed higher optimum temperature but similar
stability against SDS in comparison with other similar.
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